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1.-Resumen

El cAncer de mama es un grave problema de salud a nivel mundial. Mas del 75% de
los casos de cancer de mama expresan al receptor de estrégenos alfa (ERa),
mientras que el resto carece de la expresion de este receptor. En este contexto, el
ERa regula la expresion de varios genes pro-tumor, por lo que la mayoria de los
tratamientos farmacologicos tienen como blanco a este receptor. Sin embargo, se
puede tener o adquirir una resistencia a dichos tratamientos, y los mecanismos
implicados no son conocidos. Muchas otras vias de sefalizacion, factores y
modificaciones postraduccionales parecen también participar en la progresion del
CM. Uno de estos factores es ISG15 (por su nombre en inglés Interferon stimulated
gene 15), una proteina parecida a la ubiquitina de 15kDa. El sistema de ISGilacion
es un sistema parecido a la ubiquitinacion, que se efectla por tres enzimas que
actian secuencialmente para activar (E1), conjugar (E2) y finalmente, a través de
las enzimas E3-ligasas, unir covalentemente ISG15 a sus proteinas blanco para
modificarlas a nivel postraduccional. A diferencia del sistema de ubiquitinacion que
consta de 600 enzimas E3-ligasas de ubiquitina, el sistema de ISGilacion consta de
tres E3-ligasas: HERC5, HHARI y TRIM25. La proteina TRIM25 estd emergiendo
como un factor central en el cancer de mama debido a su regulacion y funcion, dado
que: 1) los estrogenos y los interferones modulan la expresiéon del gen TRIM25, y la
2) la proteina TRIM25 tiene actividad como enzima E3-ligasa para las proteinas
ubiquitina e ISG15. En consecuencia, los proteomas del tejido mamario se ven
afectados por TRIM25, asociandose con el desarrollo de tumores y metastasis. En
este trabajo monografico de actualizacién se investigo, integré y discutié los
hallazgos sobre los mecanismos implicados en la regulacion de la expresion de
TRIM25 y su relevancia funcional en cancer de mama. Con base en esta
investigacion se sugiere que TRIM25 podria ser un potencial biomarcador y un
factor clave en la progresion del cancer de mama, pero mas estudios son requeridos

para definir utilidad como blanco de nuevas estrategias terapéuticas y de deteccion.



2.-Introduccién

El cancer de mama se define como un conjunto de neoplasias mamarias. Se
considera un problema a nivel mundial pues es el cancer mas prevalente y la
principal causa de mortalidad de mujeres por cancer a nivel mundial, de acuerdo
con la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) (Bray et al.,
2018; Ferlay et al., 2019).

En el 2012, el cancer de mama fue el segundo cancer con mayor frecuencia de
diagnéstico en todo el mundo, se diagnosticaron aproximadamentel.67 millones de
nuevos casos. En 2018, el diagnostico de nuevos casos fue de 2.1 millones (11.6%)
de mujeres y alrededor de 627 mil (6.6%) de las pacientes murieron a causa de este
padecimiento (JanuSkeviCiené & Petrikaité, 2019; Kolak et al., 2017). Esto lo
convierte en una prioridad mundial. Ademas, aunque los hombres tienen el peor
prondstico de supervivencia en este padecimiento, el porcentaje de morbilidad es
mayor en mujeres (N. Liu et al.,, 2018). De manera importante, este cancer se
presenta con mayor frecuencia en mujeres durante la transicibon menopausica, 80%

de los casos se presentan en mujeres de 50 afios o mas (Kolak et al., 2017).

Se calcula que un 33% de mujeres de 20 aflos y un 22% de mujeres de 30 afos
desarrollan cancer de mama debido a mutaciones genéticas. Existen muchos
genes involucrados en el cancer de mama hereditario, pero son los genes BRCA1
Y BRCA2 los que mutan con mayor frecuencia y son responsables del 66% al 75%
de los casos de cancer de mama hereditario (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019;
Menen & Hunt, 2016). BRCA1 y BRCA2 son genes supresores de tumores que
participan en la reparacion a través de recombinacién homéloga. Las mutaciones
de la linea germinal en estos genes conducen a un mayor riesgo de padecer cancer
de mama (Sachdev et al., 2019). De este modo, se estima que alrededor del 5-10%
de todos los casos de este cancer son causados por mutaciones genéticas
heredadas de uno de los padres, mientras que el 90-95% restante de los casos esta

relacionado con factores ambientales y el estilo de vida (Kolak et al., 2017).



Existe evidencia de que el estilo de vida urbanizada y factores ambientales influyen
en el desarrollo de este cancer. Los habitos de dieta alta en grasas, consumo de
alcohol, falta de ejercicio fisico, el uso de terapias hormonales y la decision de tener
el primer parto a una edad tardia son factores que aumentan la probabilidad de
desarrollar cancer de glandula mamaria, sumado a una probable predisposicion
genética (Kolak et al., 2017). Adicionalmente, es importante mencionar que, el 80%
de los casos de tumores mamarios se desarrollan en los conductos mamarios
siendo habitualmente invasivos (carcinoma ductal invasivo) (Aleskandarany et al.,
2016; Turashvili & Brogi, 2017).

La identificacion del cancer mama se basa en el uso de los siguientes
biomarcadores: receptor de estrogenos alfa (ERa), receptor de progesterona (PR),
receptor de andrégenos (AR) y receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2 o ERBB2) (Bertucci et al., 2012; Dai et al., 2016). Basandose en la
deteccién, mediante analisis inmunohistoquimico, de estos biomarcadores y de un
marcador celular de proliferacion (Ki67), la Conferencia Internacional sobre Cancer
de Mama de St. Gallen recomienda la clasificacion de los canceres de mama en
cuatro diferentes subtipos (Goldhirsch et al., 2013).

I. Luminal tipo A: ERa +, PR 220%, HER2-, Ki67 <20%.

[I. Luminal tipo B: ERa +, PR <20% y / 0 HER2 + y / 0 Ki67 = 20%.
lll. HER2 sobre expresado: ERa—-, PR-, HER2 +.

IV. Triple Negativo o Basal: ERa-, PR-, HER2-.

El subtipo luminal A es el mas comun entre los casos de cancer de mama invasivos
(40-50%) y puede ser tratado solo con terapia endocrina. El subtipo luminal B
requiere quimioterapia adicional a la terapia endocrina, por lo general tiene peor
pronéstico que el luminal A. El subtipo que sobre expresa HER2, aunque es muy
agresivo, responde satisfactoriamente a la terapia dirigida anti-HER2. Por el
contrario, el cancer de mama de tipo basal tiene el peor prondstico, pues no es
candidato para la terapia endocrina (Tsang & Tse, 2020). El cancer de mama basal

normalmente se ha tratado con cirugia, acompanado de quimioterapia que consta



de medicamentos como las antraciclinas, la ciclofosfamida, los taxanos, el
talazoparib y agentes alquilantes como el carboplatino y el cisplatino. Sin embargo,
recientemente se han propuesto otras terapias que incluyen a la inmunoterapia y la
lumpectomia (cirugia con conservacién de la mama) seguida de radioterapia.
Aunque este tipo de terapias han mostrado buenos resultados, algunos pacientes

han mostrado quimio- y radio-resistencia (Bergin & Loi, 2019; Moran, 2015).

El ERa es crucial para la clasificacion de cancer de mama pues mas del 75% de
todos los casos de cancer de mama lo expresan y se clasifican como cancer de
mama ERa+, asi, los casos que no expresan ERa se clasifican como cancer de
mama ERa- (Bertucci et al., 2012; Dai et al., 2016). La mayoria de los carcinomas
mamarios pueden proliferar en respuesta a los estrogenos a través de ERa. ERa
participa en la proliferacion, supervivencia y migracion de las células del cancer de

mama que contribuyen al crecimiento tumoral (Xiao et al., 2019).

El receptor nuclear ERa es una proteina de 595 aminoacidos con un peso molecular
de 66kDa, que pertenece al grupo A de la subfamilia 3 del receptor nuclear (NR3A1),
codificada por el gen ESRL1. Este receptor actia como un factor de transcripcion ya
que tiene la capacidad de unirse a DNA, puede ser reconocido y activado por
hormonas estrogénicas, una de ellas es la hormona 17 B-estradiol (E2) la cual es la
mas abundante. Por lo tanto, la principal funcién del ERa es la de un factor de
transcripcion activado por estrogenos, pero puede también funcionar como un
mediador de las vias de sefalizacion, cuando dicho receptor se encuentra en el
citoplasma o asociado a la membrana celular mediante palmitoilacién (Kumar et al.,
2011; Mader et al., 1993; Prossinitz & Barton, 2011).

La proteina ERa esta conformada por 4 dominios principales, entre ellos se
encuentran: los dominios, AF-1 y AF-2, que tienen funcion de activacion, el dominio
DBD de union a DNA y el dominio LBD de unién a ligando para E2. La regién N-
terminal contiene el dominio AF-1, seguido del DBD que es importante para la
dimerizacion y la union a secuencias de DNA especificas (Kumar et al., 2011; Mader
et al., 1993). En la region C-terminal se encuentran AF-2 y LBD. Después de DBD,

hay una region de bisagra que contribuye a una sinergia funcional entre los dominios



AF-1 y AF-2 que permiten que ERa interactue con varios reguladores
transcripcionales de manera independiente o dependiente de E2 (Fig. 1) (Métivier
et al., 2001; Zwart et al., 2010).

ERa
R.
1 180

263 302 552 595

Figura 1. Se muestra la organizacion del receptor de estrogeno alfa (ERa). Cada
dominio tiene un color diferente: dominio amino terminal, AF1, en rojo; dominio de
union a DNA (DBD) en verde; region bisagra en azul, dominio de union a ligando
(LBD), AF-2, en amarillo; regién variable del extremo c-terminal en gris. También se
muestra el nimero de aminoacidos para cada dominio. Modificada de Kumar et al.,
2011.

La deteccion de ERa en pacientes con cancer de mama es de gran importancia para
la seleccién de un tratamiento. Las terapias endocrinas para este tratamiento
incluyen degradadores selectivos del receptor de estrégenos (SERD), moduladores
selectivos del receptor de estrégeno (SERM) e inhibidores de la aromatasa (Al). Los
SERD controlan la estabilidad de ERa; los SERM son reguladores de la actividad
ERa, mientras que los Al detienen la produccion de la hormona estradiol. Por tanto,
ERa es un objetivo directo de SERD y SERM, que son anti-estrégenos que se unen
al LBD de este receptor; por ejemplo, fulvestrant es un SERD que induce la
degradacion de ERa por el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS). Por el contrario,
el tamoxifeno es un SERM que se une a ERa, bloqueando la unién de la hormona
E2 a ERa y favoreciendo el reclutamiento de correpresores transcripcionales, en las
células de cancer de mama (Howell et al., 2004; Wardell et al., 2011). Sin embargo,
algunos pacientes con cancer de mama pueden mostrar una resistencia de novo o
una resistencia adquirida a las terapias endocrinas mediante mecanismos que hasta

ahora no se conocen completamente (Osborne & Schiff, 2011).

Se sabe que entre el 20 y 30% de los pacientes con cancer de mama pueden

desarrollar metastasis después del tratamiento del tumor primario, vy
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aproximadamente el 90% de las muertes relacionadas con el cancer se atribuyen a

metastasis (Liang et al., 2020).

Los pacientes con céancer de glandula mamaria son propensos a desarrollar
metastasis en distintos 6rganos, incluidos los huesos, los pulmones, el higado y el
cerebro, lo que se denomina heterogeneidad metastasica y conduce a respuestas
variadas en el tratamiento y en el prondstico del paciente. Del 15 al 30% de las
pacientes con cancer de mama metastésico pueden desarrollar metastasis cerebral,
lo que representa una limitante en la calidad y esperanza de vida en muchas
pacientes (Liang et al., 2020). Por ejemplo, el uso de terapia anti-HER2
(trastuzumab y pertuzumab) ha prolongado significativamente la supervivencia de
pacientes con cancer de mama HER?2 positivo. Sin embargo, se sabe que el 50%
de las pacientes con cancer de mama avanzado HER2 positivo moriran por afeccion
cerebral (Liang et al., 2020).

Existen muchas investigaciones enfocadas en la busqueda de biomoléculas que
puedan ayudar a desarrollar una terapia eficaz contra el cancer de mama. Este
trabajo se enfoca en la ligasa E3, TRIM25 también llamada EFP (TRM25/EFP), la
cual media la ubiquitinacion y promueve la degradacion via proteasoma del ERa en
células de cancer de mama (Xiao et al., 2019). TRIM25 ademas de estar implicado
en el desarrollo de cancer de mama est4 asociado con cancer de ovario, de
endometrio y de pulmdn, esto lo convierte en un marcador de mal prondstico. Por
lo tanto, TRIM25 podria ser un objetivo en el diagndéstico y en la terapia para varios
tipos de cancer, teniendo una funcion central en cancer de mama, como se muestra

mas adelante en el presente trabajo.
3.-Planteamiento de la investigacion

La proteina TRIM25 estd emergiendo como un factor central en el cAncer de mama
debido a su regulacion y funcién, dado que 1) los estrogenos modulan la expresion
del gen TRIM25, y 2) la proteina TRIM25 tiene actividad como enzima E3-ligasa
para las proteinas ubiquitina e ISG15. En consecuencia, los proteomas del tejido
mamario se ven afectados por TRIM25, asociandose con el desarrollo de tumores

y metastasis.



Esta investigacion pretende conocer los mecanismos de regulacion y las funciones
de TRIM25 en el contexto de cancer de mama, y de acuerdo a esta informacion,
conocer su potencial como un biomarcador y como un blanco de nuevas estrategias

terapéuticas para este tipo de cancer.
4.-Objetivo

Investigar, integrar y discutir los hallazgos sobre los mecanismos implicados en la
regulacion de la expresion de TRIM25 y su relevancia funcional en el cancer de

mama como un potencial biomarcador y blanco terapéutico para esta patologia.
4.1.-Objetivos particulares

1. Recopilar informacioén sobre la familia de proteinas TRIM

2. Investigar las caracteristicas de la proteina TRIM25

3. Analizar la participacion de TRIM25 en los procesos de ubiquitinacion e

ISGilacion.

4. Definir los mecanismos de regulacion de la expresion de TRIM25 en células de

cancer de mama

5. Evaluar las implicaciones reportados para TRIM25 en los tumores mamarios



5.-Estrategia de investigacion

Para la recopilacion de articulos se uso la base de datos bibliografica Pub Med.gov.
Las palabras empleadas para la busqueda fueron: TRIM proteins, Breast cancer,
TRIM25 and Breast cancer, EFP and Breast cancer, TRIM25 and ISG15 y EFP and
ISG15.

L L. Busqueda
Recopilacién Seleccion de q

de articulos articulos del Le_ti_tu_ragr Redaccion de a"(;mf‘."’.s Sleletccmcr’\ y geqa;:cmn
en Pub 2015 a la ana'|5|s e de borrador para aeftinir ec 'ura e e Il_‘l orme
Med.dov. fecha articulos algunos articulos final
-gov. conceptos

Esquema 1. Estrategia de investigacion para la elaboracion de este trabajo

monografico de actualizacion.



6.-Capitulo 1

La familia de proteinas TRIM

Las proteinas con motivo tripartito (TRIM) son una subfamilia de ligasas de
ubiquitina E3 que controlan importantes procesos celulares como la sefalizacion
intracelular, la inmunidad innata, la transcripcién, la autofagia y la carcinogénesis.
Estan presentes en la mayoria de eucariotas, pero el nimero de miembros de la
familia varia entre especies; en humanos hay mas de 80 miembros, en ratones
alrededor de 64 miembros, en gusanos aproximadamente 20 y en moscas menos
de 10, lo que sugiere que el numero total de genes TRIM se correlaciona con el

grado de evolucion del organismo (Van Gent et al., 2018).

Estas proteinas mantienen una estructura conservada y ordenada del extremo N-
terminal al extremo C-terminal. El extremo N-terminal estd formado por tres
dominios: el dominio dedos de zinc RING, uno o dos dominios B-box tipo dedos de
zinc, y un dominio bobina enrollada o hélice superenrollada (del inglés: coiled-coil,
CC). A esta estructura también se le conoce como motivo RBCC.

El dominio RING (Really Interesting New Gene), presente en la mayoria de las
proteinas TRIM, contiene un motivo de dedo de zinc de 10 a 20 aminoacidos
iniciando con la metionina en la posicion N-terminal de casi todas las proteinas que
lo contienen (Ozato, 2008). Se ha demostrado que el dominio RING de muchos
miembros de la familia TRIM, incluidos TRIM5a, TRIM8, TRIM11, TRIM21, TRIM22
y TRIM25, confiere actividad de ubiquitina ligasa E3, lo que les permite mediar en
los eventos de ubiquitilacion. Se sabe que la actividad de la ubiquitina ligasa E3 de
este dominio es crucial para las funciones antivirales de algunas proteinas TRIM y
para mediar las vias de sefializacién que siguen a la activacién de receptores del
sistema inmune innato. Curiosamente, TRIM25 también puede modificarse a si
misma y a otras proteinas conjugando ISG15 (Ozato, 2008). Ademas, se sabe que
los dominios RING de las proteinas TRIM19 y TRIM63 se asocian con la enzima
conjugadora SUMO UBEZ2I (enzima conjugadora de ubiquitina E2I), lo que sugiere
que podrian estar involucrados en la sumoilacion. Los dominios B-box también

contienen motivos de dedos de zinc, las proteinas TRIM pueden contener una o dos
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de estas estructuras, aunque B-box 1 (B1) nunca esté presente sin B-box (B2). Si
bien el papel funcional de los dominios B-box sigue siendo enigmatico, se ha
demostrado que modulan el autoensamblaje, la actividad de ligasa E3 de ubiquitina,
las interacciones proteicas de ciertas proteinas TRIM y la union a DNA (Kawai &
Akira, 2011; Ozato, 2008).

Los dominios B-box se encuentran junto al dominio hélice superenrollada. Este
altimo dominio media las interacciones con otros miembros de la familia TRIM y
otras proteinas. Se ha demostrado que los dominios en hélice superenrollada son
diversos, varian de estructuras con un solo espiral hasta estructuras con tres
subdominios en espiral. Las interacciones proteina-proteina que involucran
dominios en bobina promueven la generacion de complejos de alta masa molecular
que, entre otras funciones, definen estructuras subcelulares especificas (Ozato,
2008).

6.1.-Clasificacion de proteinas TRIM con base en el dominio C-terminal. Las
proteinas TRIM se pueden clasificar en 11 subfamilias (C-I a C-XI) con base en las
diferentes estructuras de sus regiones C-terminales. La clasificacion de las familias
se muestra en la Tabla 1 (Kawai & Akira, 2011; Williams et al., 2019). EI dominio C-
terminal generalmente actia como un andamio de interaccion proteina-proteina,
pero también puede tener actividad enzimatica o unirse a acidos nucleicos. Las
regiones C-terminales mas comunes son el dominio PRY de ~61 aminoacidos de
longitud y el dominio SPRY de ~140 aminoécidos de longitud, se pueden encontrar
individualmente o en combinaciéon (PRY-SPRY) (Ozato, 2008; Williams et al., 2019).

El dominio SPRY se conservan evolutivamente en mamiferos, plantas y hongos,
mientras que el dominio de fusion PRY-SPRY (también conocido como dominio
B30.2) se encuentra solo en vertebrados, estos dominios median las interacciones
proteina-proteina. Otros dominios C-terminales incluyen; One Signature (COS)
responsable de la union de proteinas a los microtubulos, fibronectina tipo Il (FNIII)
gue media la unién al DNA y la heparina, homeodominio vegetal (PHD) involucrado
en la regulacién génica mediada por cromatina, bromodominio (BROMO) encargado

de reconocer residuos de lisina acetilada ademas se encuentra en seguida del
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dominio PHD y juntos median la represion transcripcional, la region rica en acido
(ACID), filamina tipo Ig (FIL) implicada en la dimerizacion y la reticulacion de actina,
repeticiones NCL-1, HT2A y LIN-41 (NHL) que pueden participar en interacciones
proteina-proteina, meprina, dominios de homologia del factor asociado al receptor
de necrosis tumoral (MATH) necesario para las interacciones de recepcion por
algunas proteinas de TRAF, dominios similares al factor de ribosilacion de ADP
(ARF) implicados en el trafico vesicular intracelular y la region transmembranal (TM)
(Hatakeyama, 2017; Kawai & Akira, 2011).

Tablal. Estructuras de las proteinas con motivo tripartito (TRIM) agrupadas por
familia. Su clasificacién se basa en la estructura de la region C-termina. La proteina
en estudio, TRIM25, pertenece a la familia C-IV. En esta tabla se puede observar
que la regién N-terminal est4 formada por: el dominio RING (R), dominio B-box 1
(B1), dominio B-box 2 (B2) y dominio hélice superenrollada (CC), el extremo C-
terminal es variable en este tipo de proteinas y puede estar presente uno o varios
de los siguientes dominios: one signature (COS), fibronectina tipo Il (FN3), dominio
de interaccion con proteinas (PRY-SPRY), homeodominio vegetal (PHD),
bromodominio (BR), filamina tipo Ig (FIL), repeticiones NCL-1, HT2Ay LIN-41 (NHL),
dominios de homologia del factor asociado al receptor de necrosis tumoral (MATH),
dominios similares al factor de ribosilacion de ADP (ARF), region transmembranal
(TM). Tomada de Ozato, 2008.
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6.2.-Localizacién subcelular y modificaciones postraduccionales de las
proteinas TRIM. Las diferentes isoformas de las proteinas TRIM pueden ser
susceptibles a otros tipos de modificaciones postraduccionales, incluidas la
sumoilacion, ISGilacion y fosforilacion. Se sabe queTRIM25 promueve la ISGilacion
de proteinas ademas de la poliubiquitinacién ligada a lisina 63 (K63). ISG15 esté
implicada en respuestas inmunitarias innatas mediadas por interferon (IFN) de tipo
| a través de la modulacion de las vias de sefializacion de IFNAR (Receptor de IFN
tipo 1). Estos procesos pueden afectar notablemente los niveles de expresion de las

proteinas y su localizacién subcelular.

La localizacion subcelular de TRIM varia entre los diferentes miembros de la familia.
Por ejemplo, se sabe que TRIM5 se localiza en las estructuras citoplasmaticas
designadas como cuerpos citoplasmicos mientras que TRIM19 se localiza en un
dominio nuclear especifico llamado cuerpos nucleares. Ademas, TRIM1/MID2,
TRIM9 y TRIM18/MID1 estan asociadas con microtubulos y TRIM13 se localizé
tanto en el reticulo endoplasmico como en el nacleo (Kawai & Akira, 2011).

6.3.-Proteinas TRIM: funcién bioquimicay participacion en diversos procesos
celulares. La funcién de las proteinas TRIM es la catalisis del tercer paso en la
cascada de ubiquitinacion, actuando como ligasas E3, para modificar
covalentemente sustratos proteicos con ubiquitina. El dominio RING lleva a cabo
esta reaccion uniendo la enzima conjugadora E2 cargada con Ub y colocando el
resto de Ub en la orientacion correcta. Tras la asociacion del dominio RING vy el
conjugado E2Ub, una cisteina conservada en el E2 esta preparada para la catélisis.
La reaccién normalmente da como resultado la formacion de un enlace péptido entre
el residuo de glicina C-terminal de Ub y un residuo de lisina en el sustrato, aunque
pueden estar implicados otros residuos. Ademas, se ha demostrado que las
proteinas TRIM se auto-ubiquitinan como en el caso de TRIMSa y TRIM25 (Williams
et al., 2019).

Las proteinas TRIM tienen funciones en muchos procesos biolégicos como la
diferenciacion celular, la autofagia, la apoptosis, la reparacion del DNA vy la

supresion de tumores. Mas de 20 miembros de esta familia han sido implicados en
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las vias de sefializacion involucradas en la inmunidad innata, teniendo roles
reguladores tanto positivos como negativos en la activacion transcripcional del
factor nuclear kappa-B (NF-kB) y los factores reguladores del interferén (IRFs)3/7
requerido para la produccién de citocinas e interferones antivirales. Algunas
proteinas TRIM también pueden dirigirse a particulas virales directamente, como se
ha demostrado para TRIM5a en respuesta a la infeccion por VIH (Van Gent et al.,
2018; Williams et al, 2019). TRIM25 fue la primera proteina TRIM
inmunomoduladora identificada; controla la actividad antiviral de RIG-I colocando en
sus CARD poliubiquitina unida a K63.

También, se sabe que este grupo de proteinas son importantes moduladores de la
autofagia, que es uno de los principales sistemas de degradacién intracelular,
ademas del sistema ubiquitina-proteasoma. La mayoria de los sustratos de la
autofagia se reconocen de forma no selectiva y se incorporan al autofagosoma. Sin
embargo, se ha encontrado que algunos autofagosomas reconocen selectivamente
proteinas ubiquitinadas y organulos especificos como las mitocondrias. Algunas
proteinas TRIM relacionadas con la autofagia afectan indirectamente a la
inflamacion y la activacion de la inmunidad adquirida. Es probable que la autofagia
suprima la carcinogénesis en la etapa de inicio, pero promueva la progresion del
tumor en la etapa tardia. Por tanto, es dificil determinar si las proteinas TRIM
relacionadas con la autofagia son factores oncogénicos u oncosupresores
(Hatakeyama, 2017; Van Gent et al., 2018).

Varios miembros de la familia son cruciales en el desarrollo neuronal, con roles
especificos en el crecimiento de neuritas, asi como en la orientacion y polarizacion
de axones. Estos incluyen miembros de la subfamilia TRIM-NHL TRIM2, TRIM3 y
TRIM32, asi como TRIM9, TRIM46 y TRIM67 que contienen al dominio SPRY
(Williams et al., 2019).

6.4.-Proteinas TRIM en la carcinogénesis. Los analisis patolégicos de varios tipos
de cancer han demostrado que los niveles de expresion de las proteinas TRIM estan
estrechamente relacionados con el pronostico. Por lo tanto, las proteinas TRIM

pueden desempeiiar funciones criticas en la transformacion, la transicion epitelio-
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mesénquima y la metastasis, que son los factores mas importantes en la malignidad
de los canceres (Hatakeyama, 2017). Se sabe que TRIM29 se sobre expresa en
varios canceres, incluidos el de esb6fago, mama, pulmon, vejiga, colorrectal y

pancreas (Hatakeyama, 2017; Van Gent et al., 2018).

Muchos tipos de proteinas TRIM se han relacionado con enfermedades
inflamatorias y cancer. El aumento de la expresién de algunas TRIM se asocia con
malignidad, por ejemplo, TRIM11, TRIM25, TRIM32 y TRIM66. Este trabajo se
enfocard a TRIM25 en el contexto del cancer de mama.
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7.-Capitulo 2

Caracteristicas de la proteina TRIM25

7.1.-Generalidades

TRIM25 pertenece a la familia de proteinas con motivo tripartito (TRIM) por lo que
presenta una estructura conservada. Su extremo N-terminal est4 formado por la
region RBCC que contiene los dominios: dominio dedos de zinc RING, dos
dominios B-box (B1/B2) y un dominio en hélice superenrollada (CC) (Fig. 2) (Martin-
Vicente et al., 2017). El dominio RING confiere a la proteina actividad de ligasa E3
de ubiquitina, ya que dirige la conjugacién de ubiquitina a su proteina sutrato, al
unirse a una enzima conjugadora de ubiquitina (E2). (Watanabe & Hatakeyama,
2017). Los dominios B-box regulan la union a DNA y el dominio en hélice
superenrollada es responsable de la dimerizacion de las ligasas TRIM25 ademas

de unirse a RNA.

El extremo C-terminal de la proteina est4 formado por el dominio de fusion PRY-
SPRY, también llamado dominio B30.2, que media las interacciones proteina-
proteina, ademas tiene la capacidad de unirse a acidos nucleicos como el RNA
(Zhou & Costello, 2017).

RBCC

Figura 2. Estructura de la proteina TRIM25. En extremo amino terminal se
encuentra en dominio Really Interesting New Genen (RING) seguido de dos cajas
B-box y un dominio en hélice superenrollada (CC). En el extremo carboxilo terminal

se observa un dominio de interaccion con proteina PRY-SPRY.

Ademas de tener actividad de enzima ligasa E3 para ubiquitina, TRIM25 también es

una ligasa E3 para la proteina ISG15 en el sistema de ISGilacion. Se sabe que la
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proteina TRIM25 tiene capacidad de auto-ubiquitinacion lo que le permite
modificarse a si misma. TRIM25 ademas de ser un regulador postraduccional
también participa en la regulacion postranscripcional uniéndose al RNA través de
su region en hélice superenrollada, pues se ha observado que la eliminacion de la
parte media de ese dominio le impide a TRIM25 unirse al RNA, aunque los

mecanismos de interaccion no se conocen completamente (Kwon et al., 2013).

Figura 3. Estructura cristalina de los dominios hélice superenrollada y PRY-SPRY
de la proteina TRIM25 humana. Difraccién de rayos X, 3.60 A. Tomado de SWISS-
MODEL.

Existes varios procesos celulares en los que participa TRIM25, por ejemplo, regula
la accion de varios supresores de tumores tal es el caso de p53 y 14-3-30, ambos
con actividad supresora de tumores (Qin et al., 2015). En los siguientes capitulos,
se presentan las funciones de TRIM25 en el sistema de ubiquitinacién e ISGilacién

y sus implicaciones en cancer de mama.
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8.-Capitulo 3

ISG15 como una proteina parecida a la ubiquitina que esta

implicada en cancer de mama

La actividad enzimatica como E3-ligasa de TRIM25 le permite participar en los
procesos de ubiquitinacion e 1SGilacion. Tanto la ubiquitinacién como la ISGilacién
regulan modificaciones postraduccionales de proteinas mediante la formacion de un
enlace covalente, entre las proteinas diana con la ubiquitina o ISG15,
respectivamente. Si bien la ubiquitina y ISG15 comparte caracteristicas

estructurales, las vias en las que participan son diferentes (Narasimhan et al., 2005).
8.1.- La ubiquitinay la ubiquitinacién

La ubiquitina (Ub) es una proteina con un peso de 8 kDa, compuesta por 76
aminoacidos entre los que se encuentran siete residuos de lisina (K6, K11, K27,
K29, K33, K48 y K63), en su extremo C-terminal se encuentra el motivo con la
secuencia Leucina-Arginina-Leucina-Arginina-Glicina-Glicina (LRLRGG),
encargado de la formacion de un enlace peptidico entre la glicina presente en este
motivo y un residuo de lisina presente en la proteina blanco u otra ubiquitina
(Hatakeyama, 2017; Kuslansky et al., 2016). La ubiquitina esta implicada en dos
procesos, la monoubiquitinacién y la poliubiquitinacién. Generalmente la
monoubiquitinacion regula procesos como la reparacion del DNA, la expresion
génica, la endocitosis y la estabilidad de proteinas. Mientras que la
poliubiquitinacién es un marcador de degradacion a través del proteasoma. A este
proceso se le denomina sistema ubiquitina-proteasoma o UPS (Kuslansky et al.,
2016). El UPS regula varios procesos celulares -por ejemplo- el ciclo celular en el
cancer de mama, al modular la expresion de ciclinas y cinasas dependientes de
ciclina (CDK). Las funciones celulares de las ciclinas y las CDK estan directamente
relacionadas con las caracteristicas clinicas del cancer de mama (Ohta & Fukuda,
2004).

En la monoubiquitinacién, una sola molécula de ubiquitina se une al sustrato,

mientras que la union de varias moléculas de ubiquitina a varios residuos de lisina
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del sustrato se le llama multi-monoubiquitinacion (Swatek & Komander, 2016). La
poliubiquitinacion se lleva a cabo a través de los residuos de lisina 6,11,27,29,33,48,
y 63 presentes en la ubiquitina (Fig.4). La ubiquitinacion puede ocurrir
secuencialmente en cualquiera de los residuos de lisina de la proteina blanco.
Ademas, gracias a los diferentes residuos de lisina presentes en la ubiquitina, esta
proteina es capaz de formar cadenas de distintos tipos dependiendo de los residuos
de lisina que se estén uniendo. Los tipos de cadenas que se pueden formar son:
cadenas homotipicas y cadenas heterotipicas. Las cadenas homotipicas estan
formadas por ubiquitinas unidas por el mismo aminoacido. En las cadenas
heterotipicas existen diferentes sitios de enlaces, formando cadenas mixtas o

cadenas ramificadas (Sadowski et al., 2012; Swatek & Komander, 2016).

Poliubiquitinacién
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Figura 4. Diferentes tipos de ubiquitinacién que puede presentar una proteina.

Ubiquitna (Ub), lisina (Lys), metionina (Met).

La funcion de la poliubiquitinacion esta relacionada con el nimero de lisina en el
gue se forma la cadena de ubiquitinas, por ejemplo: la poliubiquitinacion ligada a
K48 es reconocida como una sefial de direccionamiento que permite que las
proteinas modificadas sufran una degradacion dependiente del UPS. La
poliubiquitinacion ligada a K63 esta involucrada en las vias de transduccion de
sefales y el tréfico de proteinas blanco, mientras que la poliubiquitinacion ligada a

K27 es una modificacion involucrada en la inmunidad antiviral (Hatakeyama, 2017).

La ubiquitinacién es un proceso en el que participan de manera coordinada 3 tipos

de enzimas: 1) enzimas activadoras E1-Ub, 2) enzimas conjugadoras E2-Ub y 3)
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enzimas ligasas E3-Ub (Fig. 5). En este proceso la ubiquitina es activada por la
enzima E1-Ub que tiene dos dominios conservados de union a ATP y residuos de
cisteinas en el sitio activo, necesarios para la activacion. Una vez que la ubiquitina
esta activada se transfiere a una cisteina presente en el sitio activo de la enzima
E2-Ub. Finalmente, la ubiquitina es transferida, con la ayuda de la enzima E3-UDb, al
grupo amino de alguna lisina presente en la proteina sustrato (Zhang & Zhang,
2011).

ATP +( E1-Ub
. AMP +PPi
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Proteina ‘ @ |
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Figura 5. Cascada de ubiquitinacion en la que TRIM25 actia como enzima ligasa
de ubiquitina E3. En este proceso la enzima activadora de Ub E1 (E1-Ub) se une
al adenosin trifosfato (ATP) para formar un enlace tioéster con la ubiquitina, en este
proceso se libera adenosin monofosfato (AMP) y prirofosfato (PPi), posteriormente
la enzima de conjugaciéon de Ub (E2-Ub) trasfiere la Ub a su sitio activo donde se
forma otro enlace tioéster, finalmente con la ayuda de TRIM25, la ubiquitina es
transferida al sustrato. Existe un grupo de proteinas desubiquitinantes (UBP) que

pueden revertir la ubiquitinacién. Modificada de Williams et al., 2019.
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Las enzimas ligasas E3-Ub son de gran importancia para determinar la especificidad
del sustrato, ademas, regulan varios procesos celulares como el metabolismo, la
homeostasis, el ciclo celular, la estabilidad de sustratos, asi como las actividades
oncogénicas y supresoras de tumores. Estas proteinas pueden desregularse
durante la carcinogénesis a causa de alteraciones en los mecanismos
postraduccionales, lo que afecta la induccién, progresion y resistencia a la terapia
antitumoral (Prebys, 2017). Se han identificado mas de 600 ligasas E3-Ub, y un
ejemplo de ellas importante en cancer de mama es BRCAL, la cual es uno de los
marcadores clinicos de cancer de mama mas conocidos, una de las diversas
funciones de este marcador es mediar la poliubiquitinacién ligada a Lys-6, ademas,
esta implicado en la reparaciéon del dafio en DNA (Ohta & Fukuda, 2004). El otro
ejemplo que es el punto central de este trabajo es TRIM25, la cual por su actividad
de E3-ligasa de Ub, es capaz de interactuar con varias proteinas, conduciéndolas a

su degradacién via ubiquitinacion (Sadowski et al., 2012).

Principalmente, las enzimas E3-Ub se divide en dos grupos: 1) Moléculas que
contienen dominios homélogos a E6AP en el extremo carboxi- terminal (HECT) y 2)
Ligasas E3 no HECT. Las ligasas E3 no HECT contienen un dominio RING o
dominios estructuralmente parecidos a este, como el dominio de la caja U (Zhang &
Zhang, 2011). Las HECT forman un aducto tioéster con la Ub antes de que esta
proteina se una covalentemente con la proteina sustrato. Las proteinas no HECT
funcionan como elementos de acoplamiento, juntando a las enzimas E2-Ub con el

sustrato para la transferencia de ubiquitina (Zhang & Zhang, 2011).

El proceso de ubiquitinaciéon puede ser reversible y es facilitado por proteinas
desconjugantes de ubiquitina (Dubs) que ayudan con el reciclaje de ubiquitinas, en
humanos se expresan aproximadamente 100 de estas enzimas (Zhang & Zhang,
2011). Durante la progresion del cancer es importante estudiar el proceso de
ubiquitinacién, asi como a las enzimas que participan en el, ya que estan
relacionados con la degradacion proteasomal, la abundancia, la localizacién y la

actividad e interaccion de proteinas (Popovic et al., 2014).
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8.2.-El gen y la proteina ISG15

El gen 15 estimulado por interferén (ISG15) se describioé por primera vez en 1979
como un gen que codifica una proteina de ~15 kDa. ISG15 fue traducida in vitro a
partir del RNA de células tumorales murinas estimuladas por interferones tipo-1
(IFN-I) (Tecalco et al., 2020; Zhang & Zhang, 2011). ISG15 es un miembro de las
proteinas parecidas a la Ub, pero una diferencia entre la Ub e ISG15, consiste en
su regulacion a nivel transcripcional, debido a que diversos estimulos pueden inducir
la expresion de 1ISG15 dependiendo del entorno celular, por ejemplo, los IFN tipo |
y Il inducen la expresion del gen ISG15. Se sabe que el promotor del gen ISG15
contiene dos elementos de respuesta al estimulo de los IFNs (ISRE), siendo STAT1
y STAT2 dos factores de transcripcion que se unen a estos sitios. Es por ello que
ISG15 es un gen regulado por de la via de sefializacion JAK-STAT. IFN tipo llI
emplea la misma via de sefalizacion que IFN tipo | por lo que también activa la
produccion de ISG15, pero la induccién de ISG15 es menor por IFN-III que por IFN-
I. Los factores de respuesta al IFNs (IRF) reconocen secuencias de respuesta
similares al ISRE por lo que también podrian activar la respuesta de 1ISG15 (Zhang
& Zhang, 2011).

El IFN-y también se ha implicado en la induccion de ISG15 durante el cancer de
mama, pero no se conocen los mecanismos implicados. IFN-y induce cambios en
la morfologia de células con cancer de mama junto con un incremento en los niveles
de proteina ISG15 libre y las marcas de ISGilacion en proteinas (Cruz-Ramos et al.,
2019; Tecalco-Cruz et al., 2019). La expresion de ISG15 también esta regulada por
PU.1, un factor de transcripcion de la familia Ets. PU.1 es especifico de células B y
células mieloides, ademas, es de gran importancia en la diferenciacion y funcion de
las células sanguineas. El sitio de union para PU.1 en el promotor de gen ISG15 se
traslapa como la secuencia ISRE. PU.1 con IRF4 o IRF8 inducen sinérgicamente la
expresion de ISG15. Esto indica que PU.1 contribuyen a una mayor expresion de
ISG15 y mayor ISGilacion de proteinas en células mieloides y hematopoyéticas
(Zhang & Zhang, 2011). Existen otros factores, tanto externos como internos, que

pueden desencadenar la expresion de ISG15. Entre las agresiones externas se

21



encuentran la radiacion gamma, los anticancerigenos o infecciones virales, las
agresiones internas pueden ser las enfermedades y el envejecimiento (Zhang &
Zhang, 2011).

La proteina ISG15 es un péptido de 156 aa con peso de 15 kDa y esta formada por
dos dominios similares a la ubiquitina unidos por una region linker o de union, cada
dominio esta conformado por 5 hojas- plegadas y una hélice-a. La forma madura
de ISG15 carece de metionina N-terminal y su extremo C-terminal contiene la misma
secuencia de 6 aminoacidos (LRLRGG) que contiene la ubiquitina. Se estima que
los dominios N-terminal y C-terminal de ISG15 comparten alrededor de 33% y 32%
de similitud con la ubiquitina, respectivamente (Fig. 6). Ademas, sus estructuras
tridimensionales son similares. ISG15 se ha encontrado en varios mamiferos como
humanos, monos, pandas, caballos, vacas, ovejas, cerdos, perros, gatos, conejos,
ratas, ratones y zariglieyas. Su conservacion en especies es relativamente baja,
varia desde un 98% (de chimpancé a humano) a un minimo de 42% (zariglieya a

humano) y solo se ha identificado en vertebrados (Zhang & Zhang, 2011).

LRLRGG

Figura 6. Proteinas ISG15. Esta proteina estd formada por dos dominios tipo
ubiquitina (UbL) y una region de union, el extremo c-terminal de este péptido
contiene el mismo motivo: Leucina-Arginina-Leucina-Arginina-Glicina-Glicina

(LRLRGG) que contiene la ubiquitina.
8.3.-ISGilacion de proteinas

La funcion primaria de ISG15 es su capacidad de modificar a las proteinas
postraduccionalmente a través de un proceso catalitico similar a la ubiquitinacion,

gue en este caso es denominado como ISGilacién. La ubiquitinacion y la ISGilacién
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comparte algunas enzimas primarias, entre ellas se encuentra la ligasa TRIM25
(Fig.7). En la ISGilacion participa un conjunto de proteinas analogas a las que
participan en la ubiquitinacion, algunas de ellas son: la enzima UbE1L (también
conocida como UbA7) encargada de la activacion, la enzima UbCH8, también
implicada en la ubiquitinacion, que actia como una proteina de conjugacién E2-Ub
y las enzimas TRIM25/EFP, HERC5 y HHARI con actividad ligasa E3 (Zhang &
Zhang, 2011). En este proceso la enzima E1 cataliza la formacion de un enlace
tioéster con la glicina C-terminal de ISG15, de una manera dependiente de ATP,
posteriormente, mediante transesterificacion, 1ISG15 se une a la enzima

conjugadora E2, por ultimo, una ligasa E3 transfiere a ISG15 de la enzima E2 a

algun residuo de lisina de la proteina diana (Malakhov et al., 2003; Tecalco et al.,
2020).

/ AMP +PPi

Figura 7. Proceso de ISGilacion. En esta reaccion participan proteinas analogas a
las que participan en la ubiquitinacion, de hecho, comparten algunas proteinas como
la proteina TRIM25. La enzima activadora E1 tipo Ub (UbE1L) forma un enlace
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tioéster con el extremo C-terminal de ISG15, posteriormente ISG15 se trasfiere a la
enzima de conjugacion UbCHS8. Con la ayuda de TRIM25 el extrem6 C-teminal de
ISG15 se conjuga con el grupo amino de la lisina presente en el sustrato. La
proteasa USP18 elimina la interaccion de ISG15 con el sustrato. Modificada de
Zhang & Zhang, 2011.

De manera interesante, los IFNs no estimulan solamente a ISG15, también
estimulan a las enzimas que participan en la ISGilacidbn en algunos contextos
celulares. Por ejemplo, el promotor del gen que codifica para la enzima UbCH8 tiene

sitios de union para ISRE y PU.1, por lo que también es regulada por IFNs.

A la fecha se han identificado pocas proteinas modificadas por ISGilacién y se
conoce poco sobre las enzimas ligasa E3 para ISG15. Por ejemplo, HHARI cataliza
la ISGilacion especifica de 4EHP. Sin embargo, HERC5 produce una ISGilacion
robusta independiente de la presencia de IFNs (Zhang & Zhang, 2011). En contraste
al proceso de ISGilacién, el proceso para eliminar 1ISG15 de sus proteinas
conjugadas se denomina des-ISGilacion, y el objetivo de este proceso es generar
la forma libre de ISG15 conocida como “ISG15 libre” (Basters et al., 2014). En la
desconjugaciéon de ISG15 participa la enzima USP18 también llamada UBP43, la
cual es una proteina con peso molecular de 43kDa. La estructura de USP18 posee
cajas de cisteina y de histidina que estan altamente conservadas y son
caracteristicas de la familia de proteasas UBP. Como las regiones C-terminales de
ISG15 y de ubiquitina son bastante similares, USP18 también esta implicada en el
proceso de desubiquitinacion. Se sabe que las células deficientes de USP18 son
altamente sensibles a IFN y lipopolisacarido LPS (Tecalco et al., 2020; Zhang &
Zhang, 2011).

Se sabe que en varios tipos de tumores primarios como el de vejiga, prostata, oral
y de mama, existen niveles altos de ISG15 y de proteinas ISGiladas, y es posible
gue este aumento se desencadene por una mayor liberacién de IFN (Zhang &
Zhang, 2011).
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8.4.- ISG15 libre y la ISGilacion de proteinas en cancer de mama

Los niveles de ISG15 libre y de proteinas ISGiladas son especificos en cada tipo de
célula (Tecalco et al., 2020). La distribucién subcelular de ISG15 se reporta
principalmente en el citoplasma, en seguida, en el ndcleo, las mitocondrias, la
membrana plasmatica y el citoesqueleto. En células con cancer de mama se
encuentra principalmente en el citoplasma y en el nucleo celular (Tecalco et al.,
2020). Se ha observado que los niveles de mRNA para ISG15 y de proteina ISG15
se regulan positivamente en carcinoma mamario en comparacion con tejido
mamario normal. Esto indica que la sobreexpresién de ISG15 se correlaciona con
un prondstico desfavorable para el cancer de mama. Los niveles mas altos de
MRNA del gen ISG15 se han detectado en tumores de grado 3, lo que indica que
su expresion puede estar asociada con la progresion de tumores mamarios
(Tecalco-cruz et al., 2019). Se sabe que el IFN-y es quien aumenta los niveles de
MRNA de ISG15 en células de cancer de mama MDA-MB-231 y en células MCF-7.
Ademas, las células de cancer mamario ERa+ y ERa- tienen un perfil de 1ISGilacion
especifico (Tecalco et al., 2020). Las células de cancer de mama MCF-7 ERa+
tienen niveles altos de proteina ISG15 libre en comparacion con otros tipos de
células. Otros estudios han mostrado que las células con cancer de mama triple
negativo (ERa-, PR-, HER2-) tiene niveles bajos de proteina ISG15 libre. Esto
sugiere que las proteinas ISGiladas en el cancer de mama ERa+ no son las mismas

que estan ISGiladas en ERa- (Tecalco et al., 2020).

La relevancia de la ISGilaciébn de proteinas en células de cancer de mama se
demostro a través de experimentos utilizando RNA de interferencia para reducir la
expresion de ISG15 o UbCH8. Como resultado se observé una reduccién en la
proliferacion, migracion y transicion epitelial mesenquimal en células de cancer de
mama MDA-MB-231. Por lo tanto, la expresion de 1ISG15 y UbCHS8 tienen un papel
pro-tumoral pues contribuyen en el aumento de la migracion de células mamarias
(J. Burks et al., 2014; Desai et al., 2012). En contraste, los estudios in vivo indican
gue ISG15 tiene una funcién antitumoral. Esto debido a que un grupo de ratones

atimicos a los que se realizo un trasplante de células de cancer de mama MDA-MB-
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231 con silenciamiento de ISG15, mostré un aumento en el desarrollo tumoral y un
menor reclutamiento de células NK, en comparacion al grupo control. Estos
resultados indican que la expresion de ISG15 es importante en el control del
crecimiento tumoral en el modelo de estudio. En el mismo estudio, al inyectar ISG15
libre recombinante en los ratones atimicos, cerca del trasplante de células MDA MB-
231, se observd una disminucion del crecimiento tumoral, un aumento en la
infiltracion de células NK y una mayor expresion superficial del complejo principal
de histocompatibilidad (MHCII) (Fig. 8) (Julian Burks et al., 2015). De esta forma,
ISG15 libre extracelular podria tener funciones anti-tumor.

—e—MDA/LV-control shRNA (Grupo 1) Grupo | Grupo Il Grupo lll
o 300 - —-=-MDA/LV-ISG15 shRNA (Grupo II)
S En —a—MDA/LV-control shRNA + ISG15
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Figura 8. A) Se muestra el crecimiento tumoral, desde el dia del implante hasta la
tercera semana, en cada uno de los grupos. B) Se observan las fotografias
representativas de ratones portadores de tumores, después de tres semanas, de
cada uno de los grupos en estudio. Se pusieron xenoinjertos de células de cancer
de mama con el vector para shRNA como control (MDA/LV-control shRNA) (Grupo
[, grupo lIl) y células de cancer de mama con shRNA para ISG15 (MDA/LV-ISG15
sShRNA) (Grupo Il) en ratones desnudos hembras. El mismo dia se inyecto 1ISG15
libre recombinante (188ug) cerca del sitio de implantacion del xenoinjerto en el
grupo lll. El volumen se midi6é de 0 a 3 semanas después de la implantacion. Cada
punto representa el volumen promedio (+/- SEM) (P=0.033). Tomada de Burks et
al., 2015.
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8.5.-Vias de sefalizacién asociadas a ISG15 en cancer de mama

Sin embargo, se ha observado que cuando se elimina ISG15 o UbCH8 de células
ZR-75-1 de cancer de mama disminuye la sensibilidad a las camptotecinas. Incluso
en varias lineas de células tumorales resistentes a las camptotecinas, los niveles de
ISG15 son bajos (Zhang & Zhang, 2011). Ademas, se sabe que la regulacion
positiva de ISG15, inducida por IFN durante quimioterapia para cancer de mama,
se correlaciona con un aumento en los niveles de fosforilacion de STAT1, con el
dafio al DNA y la apoptosis. Esto sugiere que las células que responden a los IFN,
expresando genes como ISG15, son sensibles al dafio del DNA y en consecuencia

responden a la quimioterapia (Legrier et al., 2016).

Se ha observado que la via del IFN-y aumenta la sensibilidad al tamoxifeno y
restaura la sensibilidad al fulvestrant en las lineas celulares del cancer de mama.
Esto indica que los genes inducidos con IFN-y, incluido ISG15, podrian afectar la
respuesta a la terapia endocrina con tamoxifeno o fulvestrant (Tecalco et al., 2020).

Existen dos proteinas citoplasmaticas, llamadas miosina no muscular [IA (NMIIA) y
la proteina activadora de GTPasa 1 (IQGAP1), que estan implicadas en la
reorganizacion citoesquelética e interactian con ISG15 en este proceso. Se ha
identificado que en cancer de mama hay mayor ISGilacion de estas proteinas
debido a la presencia de IFN-y (Cerikan & Schiebel, 2016; Cruz-Ramos et al., 2019).
NMIIA es una proteina de 230 kDa asociada con los filamentos de actina para
generar el complejo de actomiosina implicado en la remodelacién citoesquelética y
en la propagacion celular que ayudan a la motilidad de las células. Durante la
propagacion de las células MDA-MB-231, inducida por el sustrato de fibronectina
(FN), las proteinas NMIIA e ISG15 se localiza en la region laminar y en el citoplasma
de estas células, lo que sugiere que la ISGilacion de NMIIA es importante en este
proceso. Cabe decir que la fibronectina puede inducir la expresion de ISG15 y la
ISGilacion de proteinas a través de la sefializacion dependiente de integrinas en

células de cancer de mama (Cruz-Ramos et al., 2019).

La presencia de IFN-y aumenta la ISGilacion de NMIIA lo que genera cambios en la

morfologia de las células de cancer de mama con la formacion de fibras de estrés
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(Fig.9) (Tecalco et al., 2020). Estos datos sugieren que la via del IFN-y puede activar
la ISGilacion de proteinas implicadas en la reorganizacion citoesquelética, un

evento importante en la invasion y progresion del cancer.
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Figura 9. La ISGilacion de la proteina miosina no muscular 1A (NMIIA) puede
modular el complejo de actomiosina, que afecta la reorganizacién del citoesqueleto
y consecuentemente la morfologia de las células. La ISGilacion de NMIIA puede ser
desencadenada por la presencia de moléculas como la fibronectina (FN) o el
interferon gama (IFN-y). Modificada de Cruz-Ramos et al., 2019.

Respecto a las vias de sefializacién asociadas a ISG15 en cancer de mama, existe

una via de proteinas G monoméricas llamadas Ki-Ras implicadas en la regulacién
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de ISG15 y el sistema de ISGilacion. Se ha demostrado que la reduccién de la
expresion de Ki-Ras, mediante RNA interferente, en las células de cancer de mama
MDA-MB-231, ZR-75-1 y MCF-7 provoca una disminucion de los niveles de ISG15
libre y de la ISGilacion de proteinas. En el cancer de mama existe una relacion
positiva entre la expresion de ISG15 y KSRI (supresor de cinasas de Ras 1) (Tecalco
et al., 2020). Otras vias asociadas a ISG15 en algunos tumores mamarios malignos
son las vias p53 y del factor de ribosilacion de ADP (ARF). En el cancer de mama
triple negativo los niveles de p53 y ARF son bajos y estan correlacionados con
niveles altos de STAT1 e ISG15, promoviendo proliferacion celular (Tecalco et al.,
2020).

Esta informacion es relevante, considerando que algunos blancos de ISGilacion
podrian ser dependientes de la actividad de TRIM25, y en consecuencia la
desregulacion de la expresion de TRIM25 en cancer, podria afectar el perfil de

ISGilacion; no obstante, mas estudios son requeridos al respecto.
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9.-Capitulo 4

Regulacion de la expresion de TRIM25 en cancer de mama

El gen TRIM25 que se encuentra en el cromosoma humano 17g22; este gen mide
alrededor de 25kb de DNA y esta organizado en nueve exones (Fig.10) (Ikeda et
al., 2000; Martin-Vicente et al., 2017).
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Figura 10. Organizacion gendémica del gen TRIM25 humano, los exones se
muestran en azul. También se muestran los tamafios de los exones (E), a partir de
coddn de inicio ATG hasta el codon de paro TAG. Modificada de Ikeda et al., 2000.

Se ha observado que en cancer de mama, ovario, pulmon y cancer gastrico existe
una elevada expresion de TRIM25, donde promueve la proliferacién, migracion e
invasion de células tumorales (Zhou & Costello, 2017). Ademas, en cancer de mama
metastasico se ha reportado un incremento significativo de la expresién de TRIM25

en comparacién a tumores mamarios primarios (Walsh et al., 2017).

TRIM25 es un gen inducido por los interferones a nivel transcripcional en distintos
tipos de células, aunque los mecanismos moleculares implicados no se han
investigado. Otro hecho importante relacionado con la regulacion de la expresion
del gen TRIM25 es que el tratamiento con estrégenos incrementa los niveles de
MRNA y de la proteina TRIM 25, por ello es que a esta proteina también se le
conoce como EFP (Proteina de dedo sensible a estrogeno). Por lo tanto, TRIM25
en un gen regulado por estrégenos en células sensibles a esta hormona, entre ellas,
las células que conforman el tejido mamario (Urano et al., 2002). EI mecanismo

molecular implicado en la modulacién de TRIM25 por los estrégenos esta asociado
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con la presencia de una secuencia enhancer o potenciadora localizada en el
extremo final del 3’"UTR del gen TRIM25. Dentro de esta secuencia enhancer se

encuentra un elemento de respuesta a estrogenos (ERE) (Ikeda et al., 2000).

Los enhancers son segmentos de DNA que generalmente tienen pocos cientos de
pares de bases de longitud y pueden reclutar proteinas para aumentar la
probabilidad de transcripcion de genes particulares. Los enhancers estan a una
distancia considerable de hasta 1Mb de los demés elementos reguladores como los
promotores, sin embargo, e plegamiento del genoma ayuda a que estén cerca en el
espacio tridimensional. Las actividades de los enhancers son esenciales para la
transcripcion coordinada dentro de una célula. Al igual que otros elementos
reguladores de la transcripcion tiene un papel clave en diversos procesos bioldgicos
como el desarrollo, la homeostasis celular y tisular, las respuestas a estimulos
externos, la especializacion de tipo celular y en la enfermedad (Andersson &
Sandelin, 2020; Mao et al., 2018).

Por otra parte, la presencia de ERE en la region regulatoria 3'UTR de TRIM25
sugiere que se trata de una regién modulada por la via de los estrégenos. Los
estrogenos son hormonas esteroides sexuales implicadas en el crecimiento de la
glandula mamaria y el endometrio uterino durante el embarazo, ademas, regula el
ciclo menstrual. En el tejido mamario la sintesis de estrégenos esta mediada por las
enzimas aromatasa a partir de testosterona. Una exposicidon prolongada a
estrogenos, el inicio temprano de la menstruacidén, la menopausia tardia y/o la
terapia con estrogenos pueden ser factores de riesgo en el desarrollo de cancer de
mama y Utero, pues esta hormona participa en la progresion del ciclo celular (Horie
et al., 2003; lkeda & Inoue, 2004).

Los estrogenos tienen un papel muy importante la proliferacion de células
cancerosas en organos reproductores femeninos, esta actividad esta mediada por
receptores ERa y ER, estos elementos son factores de transcripcion dependientes
de ligando. Se ha encontrado que gran parte de la poblacién que presenta tumores
mamarios tiene una expresion elevada de receptores de estrogenos. El ERa y ER

pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares por lo que comparten
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estructuras y modos de accion similares. Estos ERs unidos a estrégenos se pueden
unir como homodimeros o como heterodimeros al ERE por medio de su dominio de

unién a DNA y regulan la trascripcion de los genes diana (lkeda & Inoue, 2004).

Se ha encontrado que la respuesta a estrogenos se ve disminuida en el Utero de
ratones knockout de TRIM25; esto sugiere que TRIM25 es esencial en el
crecimiento celular inducido por estrogenos, mediando algunas actividades de los
estrogenos en organos diana como el Gtero y las glandulas mamarias (Ikeda et al.,
2000). De este modo la presencia de los estrogenos, particularmente del estradiol,
favorece la actividad del enhancer de TRIM25 promoviendo su expresion en células

de cancer de mama (lkeda et al., 2000).

La expresion de TRIM25 también puede ser modulada por microRNAs (miRNAS) y
proteinas de union a RNA. Los miRNAs son una clase de RNA pequefios no
codificantes, su estructura monocatenaria tiene de 21 a 23 nucleétidos de longitud,
estan altamente conservados y controlan la expresion de otros RNA como los
MRNA, RNA no codificantes y los mismos miRNA. Los miRNA afectan la expresion
génica al silenciar los mRNA, pueden inhibir la traduccion o promover la
degradacion el mMRNA. Una de las principales labores de los miRNA es regular la
expresion génica a nivel postranscripcional al actuar sobre mRNA uniéndose a su
regién no traducida tres prima (3"UTR). Un solo mRNA puede ser objeto de varios
mMiRNA pero un solo miRNA puede dirigirse a cientos de mRNA lo que les permite

regular redes completas de proteinas (de Sousa et al., 2019; Hill & Tran, 2021).

Alrededor del 30% de genes que codifican proteinas en humanos estan regulados
por MiRNA"s y 3% de los genes humanos codifican para miRNA (Tiwari et al., 2017).
Existen dos tipos de miRNA, los miRNA que provienen de regiones no codificantes
entre genes y son transcritos por promotores no identificados reciben el nombre de
mMiRNA intergénicos y los que se generan a partir de intrones no codificantes o de
los extremos 5UTR y 3'UTR de los genes del hospedero llamados miRNA

intronicoso o intragénicos (Wang et al., 2019).

Casi todos los eucariontes expresan cientos de miRNA y son especificos de cada

tejido. Para mantener un entorno fisiolégico equilibrado es necesario mantener una
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expresion controlada de miRNA ya que tienen un papel importante en casi todos los
procesos biologicos conocidos, entre ellos: el desarrollo y la proliferacion celular, la
angiogénesis, el metabolismo, las propiedades de las células madre, la apoptosis,
la secrecion de proteinas y la infeccion viral, esto hace que los miRNA estén
implicados en el cancer, infecciones virales y enfermedades inmunes. Cualquier
cambio en la expresion del miRNA puede afectar la homeostasis celular, por
ejemplo, se ha se ha descubierto que el agotamiento de los miRNA suprime la

angiogénesis tumoral (Mishra et al., 2016; Tiwari et al., 2017).

Los miRNA se sintetizan como transcritos largos llamados pri-miRNA, estos son
procesados por proteinas RNAsas lll, DROSHA y DICER. El pri-miRNA se une a
DROSHA para formar un pre-miRNA que en el citoplasma sera transformado por
DICER en un miRNA maduro, este Ultimo se unira a las proteinas AGO para
formaran el complejo RISC (Wang et al., 2019). RISC es un complejo proteico de
silenciamiento inducido por miRNA, esta compuesto por cuatro proteinas Argonaute
(AGO1-4) y proteinas GW182 de union a Argonaute. La secuencia de miRNA dicta
con que mRNA va a interactuar, sin embargo, el complejo RISC dirige al miRNA al
MRNA diana y juntos se encargan del silenciamiento génico. Todas las proteinas
del complejo RISC son esenciales en este proceso (Fabian & Sonenberg, 2012).
Ademas, este tipo de regulacibon es un proceso dependiente de la
complementariedad de la secuencia. El grado de complementariedad entre los
MiRNA vy las regiones no traducidas 3"UTR de los RNAm diana determina si el RNA

se degrada o se blogquea su traduccion (de Sousa et al., 2019; Mishra et al., 2016).

Las proteinas de union a RNA (RBP) influyen en la biosintesis y en la maduracion
de los RNA por lo que también son importantes reguladores postranscripcionales
de la expresion génica. Esta familia de proteinas se compone de 800 miembros,
uno de ellos es la proteina 3 de unién al MRNA del factor de crecimiento similar a la
insulina 2 (IGF2BP3) que estabiliza y evita la descomposicion del mRNA, por lo que

facilita la traduccion de numerosos mRNA diana (Wang et al., 2019).

TRIM25 es regulada por un miRNA de origen intragénico llamado miRNA-3614-3p,
y por proteinas asociadas a mRNA, como IGF2BP3 (Fig.11). La region 3'UTR del
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gen TRIM25 contiene el pri-miARN-3614, asi como un sitio de unién para miARN-
3614-3p, y esta unidon evita la expresion del gen TRIM25. La proteina IGF2BP3
inhibe la maduracién del miRNA-3614 al unirse al extremo 3"UTR del gen TRIM25,
ademas esta union evita la union del miRNA al gen TRIM25, permitiendo asi una
mayor expresion de TRIM25. La pérdida de IGF2BP3 genera una mayor expresion
de miRNA-3614-3p y una menor traduccion de TRIM25 (Wang et al., 2019).
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Figura 11. Regulacién de la expresién de TRIM25 estd mediada por la proteina
IGF2BP3 y el miRNA miRNA-3614-3p mediante su union a la region 3’'UTR de
TRIM25. (a) La unién de miRNA 3614-3p al mMRNA de TRIM25 reprime la traduccion
de la proteina TRIM25. (b) IGF2BP3 se une a la region 3'UTR de TRIM25 lo que
inhibe la maduracién del pri-miRNA (pri-miRNA-3614), mediante el conjunto de
proteinas: RNAsas Ill (DROSHA y DICER) y el complejo de proteinas argonaute
(RISC), evitando que miRNA-3614-3p se una al mMRNA de TRIM25, generando una
mayor produccion de TRIM25. Modificada de Wang et al., 2019.
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Figura 12. Se observa que el miRNA (miRNA-3614-3p) unido al complejo de
proteinas argonaute (RISC) y la proteina IGF2BP3 compiten por la misma region,
al final de la secuencia codificante (CDS) en la regién no traducida 3" (3'UTR) del
RNA de TRIM25. Tomada de Wang et al., 2019.

TRIM25 también es regulada por un supresor de tumores importante llamado p53,
la activacion de este supresor detiene el crecimiento celular e induce la apoptosis.
La region promotora del gen TRIM25 contiene sitios de union para p53, el cual
induce su expresion (Park et al., 2016). TRIM25 aumenta los niveles de p53 al inhibir
su ubiquitinacion y por ende su degradacion proteasomal. Mantener controlada la
expresion de p53 es primordial en la proliferacion celular y en la terapia del cancer
(Qin et al., 2015).

La expresion de TRIM25 impacta en otros elementos importantes del cancer de
mama como ERa. El gen que codifica ERa (ESR1) tiene regiones reguladoras en
las que se une ZBTB7A para inducir su expresion en células de cancer de mama.
Sin embargo, también se ha encontrado que la inhibicién de ZBTB7A regula al alza
a TRIM25, lo cual se asocia a que, TRIM25 aumenta la degradacion de ERa a través
del sistema UPS (Xiao et al., 2019). TRIM25 tiene una expresién considerable en
células madre embrionarias ya que participa en el mantenimiento del tallo pues
regula genes como POU5F1, SOX2 y NANOG. Se cree que estos genes podrian
estar asociados con la metastasis mediante la induccion de la colonizacion celular
(Zhou & Costello, 2017).
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10.-Capitulo 5

Implicaciones de TRIM25 en cancer de mama

Como previamente se menciond, TRIM25 es una proteina con actividad enzimética
de ligasa E3 para la union covalente de ISG15 y ubiquitina a sus sustratos. Sin
embargo, los blancos de TRIM25 en contextos especificos son limitados, y
principalmente se han descrito algunas proteinas modificadas por ubiquitinacion a
través de TRIM25. Por ejemplo, TRIM25 media la degradacion de la proteina
capicua (CIC), la cual tiene funciones supresoras de tumores y consecuentemente
estd implicada en un mejor pronostico de diferentes tipos de cancer, incluyendo
cancer de mama (Fig.13) (Tseng et al., 2007). La regulacién a la baja de TRIM25
regula al alza los niveles de CIC. Por el contrario, la regulacién al alza de TRIM25
regula a la baja los niveles de CIC, por lo que se ha sugerido que la degradacion de
CIC esta mediada por TRIM25 a través de UPS. Ademas, se ha propuesto un
mecanismo en el que la interaccion de CIC con ATXNL1L inhibe la degradacion de
CIC por TRIM25 (Wong et al., 2020).
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Figura 13. TRIM25 implicada en la degradacion de capicta (CIC), un supresor
tumoral. (a) El complejo CIC-ATXNLL inhibe la degradacién de CIC por TRIM25. (b)
La ausencia de la ataxina 1 (ATXN1L) permite que TRIM25 medie la ubiquitinacion
de CIC y a si salir atreves de las proteinas que forman el poro nuclear (NUP-TPR)
para su posterior degradacion proteasomal. Modificada de Wong et al., 2020.

Otra proteina regulada por TRIM25 es el factor 1 de union al motivo AT (ATBF1)
que esta implicado en la supresion de tumores mamarios (Fig.14). ERa regula
positivamente la expresion de ATBF1 uniéndose directamente a su promotor. Sin
embargo, TRIM25 promueve la degradacion de ATBF1 a través del USP. Por tanto,
la inhibicion de la proliferacion celular mediada por ATBF1l depende de su
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estabilidad, que puede ser reducida por su degradacion mediada por la actividad
E3-Ub ligasa de TRIM25 (Dong et al., 2012).
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Figura 14. Aunque el complejo receptor de estrogenos a unido a 17 B-estradiol

(ERa-E2) induce la transcripcion tanto de TRIM25 como del factor 1 de union al AT
(ATBF1), TRIM25 participa en la degradacion de ATBF1 que a su vez suprime la
sefalizacion de ERa-E2. Tomada de Dong et al., 2012.

Por otro lado, en las células de cancer mamario, TRIM25, inducida por estrégenos,
promueve también la degradacion del factor Kruppel-like 5 (KLF5) mediante el UPS
(Fig. 15). El factor KLF5 inhibe la expresion génica inducida por estrogenos y la
proliferacion celular, debido a que KLF5 interactia con ERa. No obstante, KLF5 es
regulada negativamente por estrégenos. La sobreexpresion de TRIM25 mejora su
auto-ubiquitinacién e inhibe la ubiquitinacién de KLF5. TRIM25 ubiquitinada no
puede interactuar con KLF5, mientras que TRIM25 no ubiquitinada puede
interactuar con KLF5, para mediar su ubiquitinacion y promover su degradacion por
el USP, favoreciendo las acciones pro-tumor de la sefalizacion de estrogenos en

células de cancer de mama (Zhao et al., 2011).
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Figura 15. La interaccion del factor Kruppel-like 5 (KLF5) y el receptor de
estrogenos a (ERa) inhibe la expresion génica inducida por estrogenos (E2), sin
embargo, esta interaccion se bloquea cuando TRIM25 ubiquitina KLF5 para su

posterior degradacion. Modificada de Zhao et al., 2011.

Otra proteina blanco de TRIM25 es 14-3-30, puede ser modificada por ISGilaciéon y
por ubiquitinacion.14-3-3c es una proteina importante debido a su funcién
supresora de tumores, siendo el cancer de mama, una de las principales neoplasias
malignas donde 14-3-30 se encuentra desregulado (Ko et al., 2014). La proteina 14-
3-30, cuya expresion es inducida por p53 cuando hay dafio a DNA, secuestra los
complejos de ciclina B1-CDK2 fuera del nucleo y promueve la detencion del ciclo
celular en el punto G2 (Horie-Inoue & Inoue, 2006; Ko et al., 2014; Qin et al., 2015).
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Figura 16. Cuando hay dafio al DNA se activa el supresor de tumore p53 generando

la produccion del regulador del ciclo celular 14-3-30, que puede secuestrar el
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complejo ciclinas (CycB1-CDK2) impidiendo su entrada al nacleo y por tanto
deteniendo el ciclo celular, sin embargo, cuando 14-3-30 es ubiquitinada por
TRIM25 el complejo CycB1-CDK2 queda libre para entrar al nacleo y promover el
ciclo celular generando un crecimiento celular anormal. Modificada de Horie-Inoue
& Inoue, 2006 y de Horie et al., 2003.

En algunos tumores malignos mamarios se detecto el silenciamiento de la expresion
de 14-3-30 asociado con hipermetilacion del DNA (Fig.17) (Ko et al., 2014). Se sabe
que en cancer de mama TRIM25 esta implicada en la degradacion via el UPS del4-
3-30 (Horie et al., 2003; Urano et al., 2002). La degradacion de 14-3-30 es critica
debido a que promueve el crecimiento de tumores mamarios. La disminucion en los
niveles de la proteina 14-3-30 ocurren de manera dependiente de la dosis de
TRIM25 (Horie et al., 2003). Ademas, la sobreexpresion de TRIM25 regula
notablemente a la baja los niveles de la proteina 14-3-30, y esto se puede mitigar
empleando un tratamiento con MG132 (un potente inhibidor de la funcion del
proteasoma). Por lo tanto, TRIM25 regula a la baja los niveles de 14-3-30 a través
de un mecanismo dependiente del proteasoma (Urano et al., 2002). Adicionalmente,
TRIM25 dirige la degradacion de otro supresor tumoral conocido como Keapl en
células de cancer de mama. La degradacion de Keapl mediada por TRIM25
conduce la activacion de Nrf2 promoviendo la proliferacion y la supervivencia celular
(Y. Liu et al., 2020).
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Figura 17. La hipermetilacion de las islas CpG impiden la transcripcion de los genes
14-3-30 y por tanto la traduccion de 14-3-30. Modificada de Horie-Inoue & Inoue,
2006.

A pesar de que las funciones de E3-Ub ligasa de TRIM25 han sido documentadas
para algunas proteinas supresoras de tumores en cancer de mama, su actividad
como E3- ligasa de ISG15 es muy limitada a la fecha. Se sabe que la K11 de
TRIM25 es requerida para su autolSGilacion, por lo que la mutacién de TRIM25,
generada experimentalmente, en dicho residuo le confiere resistencia a su auto-
ISGilacion pero mejora la ISGilacién de 14-3-30; no obstante, en este trabajo no se
reportan los efectos funcionales de la ISGilacion de 14-3-30. Por lo tanto, la auto-
ISGilacion de TRIM25 inhibe la ISGilacién de su proteina diana 14-3-30 y podria
afectar la ISGilacidn de otras proteinas blanco, pero se requieren mas estudios (Zou
et al., 2007).

Dadas las funciones de TRIM25, principalmente como una E3-Ub ligasa que la hace
estar implicada en la degradacion de supresores tumorales en el contexto de cancer
de mama, TRIM25 parece ser un elemento clave involucrado en las vias

moleculares que modifican el proteoma en tumores mamarios en comparacion con
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tejido mamario normal (Sato et al., 2018). Se ha encontrado que la implantacion de
células MCF-7 transfectadas con TRIM25 en ratones ovariectomizado genera la
formacion de tumores, mientras que la implantacion de células MCF-7 transfectadas
con un vector vacio no genera la formacién de tumores (Urano et al., 2002). En
cancer de mama un desequilibrio de TRIM25 se asocia positivamente con
metastasis en los ganglios linfaticos y con un pronéstico poco favorable para los
pacientes (Qin et al., 2015).

Cabe mencionar que, TRIM25 no solo esta desregulado en cancer de mama4,
también esta desregulado en cancer de ovario, endometrio y pulmoén. Por mencionar
un ejemplo, se cuenta con las aportaciones de Qin et al., 2015, que en conjunto
sugieren que TRIM25 es un regulador importante de la proliferacion de células con
cancer de pulmoén in vivo (Fig.18). Al respecto, estudios similares podrian realizarse
para corroborar la importancia de la expresion de TRIM25 y sus acciones en el

desarrollo de tumores mamarios.
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Figura 18. La sobre expresion de TRIM25 en cancer de pulmén regula la
proliferacion de células tumorales. En la investigacion de Qin et al., 2015, el modelo
de xenoinjerto se llevé a cabo en ratones de 4-5 semanas de edad, se formaron dos
grupos (n=5/grupo). El grupo control se inocul6 con células A427-pSuper (pSuper).
El otro grupo se inocul6 con células A427-shTRIM25 (pSuper-shTRIM25). El tamafio

del tumor fue medido en centimetros cubicos (cm®) diariamente por 35 dias.
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Después de 35 dias los tumores de células A427-shTRIM25 crecieron menos que
los tumores de las células control. Para el analisis de datos se us6 una pruebat a

dos colas y una p<0.05. Tomada de Qin et al., 2015.

Adicionalmente, se ha sugerido la funcién potencial de TRIM25 como factor de
transcripcion a través de los dedos de zinc de su dominio B-box (Zhou et al., 2017),
pero se desconocen cudles podrian ser sus genes blanco de modulacién en
diferentes contextos, lo cual es un aspecto que también demanda atencion. Un
estudio identific6 que TRIM25 podria asociarse a regiones regulatorias ricas en GC
de varios genes en células de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231
mediante la técnica de inmunoprecipitacibn de cromatina (ChlIP) seguido de
secuenciacion masiva (ChlP-seq). También identificaron mRNA blanco donde
TRIM25 podria unirse mediante la técnica de inmunoprecipitacion de RNA (RIP)
seguido de secuenciacion masiva (RIP-seq). Los datos fueron analizados e
integrados con resultados de RNA-seq, los cuales mostraban los genes afectados
por la reduccion de la expresion de TRIM25 por efecto de un RNA interferente
especifico. De esta forma, dicha investigacion sugiere que TRIM25 podria modular
la expresion de sus blancos a nivel transcripcional y postranscripcional en cancer

de mama, principalmente en los tumores metastasicos (Walsh et al., 2017).
11.-Discusion de resultados

Debido a que el cancer de mama es un problema con prioridad mundial es necesario
encontrar una alternativa a las terapias ya existentes, pues algunas de ellas no
muestran el efecto deseado debido a la resistencia de novo o adquirida, ademas de
gue un porcentaje considerable de los pacientes que recibe tratamiento contra un

tumor mamario primario desarrolla metastasis y 90% de esta poblacion muere.

El 80% de los casos de cancer de mama se presentan en la edad adulta después
de haber estado expuestos a condiciones ambientales desfavorables como la
radiacion, la contaminacion, infecciones virales y posiblemente haber llevado un
estilo de vida poco saludable. Por lo tanto, son varios los factores que podrian
desencadenar el desarrollo de células cancerosas en el tejido mamario, sin

embargo, se ha observado que la mayor proliferacion de este carcinoma es una
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respuesta a la presencia de estrégenos involucrados con ERaq, es por ellos que el
75% de los casos de cancer de mama expresan niveles altos de ERa. Los
estrogenos para llevar a cabo su actividad pro-tumor en un contexto de cancer de
mama, necesitan interactuar con receptores de estrogenos como ERa. De manera
interesante, TRIM25 es inducida por estrégenos y se regula al alza en los tumores
mamarios, participando en el crecimiento celular y desarrollo de cancer de mama.
Estos datos sugieren el potencial de TRIM25 para considerarse un biomarcador en

cancer de mama.

Por otro lado, la presencia de IFNs favorece la expresion de I1ISG15 y TRIM25
generando que el DNA sea sensible al dafio por anticancerigenos como las
camptotencinas, por lo que es importante determinar si podria ocurrir la ISGilacién
dependiente de TRIM25 en las proteinas blanco de los quimioterapéuticos, y de ser
el caso, cual es su efecto sobre la union del farmaco-proteina y en el control de la
progresion cancer mama. Por lo tanto, aunque un aumento en la expresion de
TRIM25 parece promover la progresion del cadncer de mama, también podria ser un
indicativo positivo de la capacidad de las células a responder a tratamientos contra

este cancer.

Ademas, se ha observado que en cancer de mama la ISGilacion de NMIIA y de
IQGPA1 aumenta, lo cual es importante dado que ambas proteinas participan en la
reorganizacion citoesquelética y la migracion celular. Resultaria relevante analizar
si la ISGilacion de estas proteinas ocurre a través de TRIM25 en respuesta a un
microambiente tumoral enriquecido por IFN-y. Evitar la expresion de TRIM25 podria
ser un punto clave para frenar el desarrollo del cancer de mama, una forma de
hacerlo seria induciendo la expresion de miRNA-36-14-3p, otra forma de seria
frenando la produccion de IGF2BP3 o evitando la unién de IGF2BP3 a su region de
reconocimiento en el pri-miRNA-36-14. Como resultado de la inhibicion de TRIM25,
podria ocurrir una menor ISGilacidén de algunas proteinas, afectando procesos como

la migracién de células cancerosas.

Hay que resaltar que la proteina supresora de tumores 14-3-3c también puede ser

ubiquitinada por TRIM25. Sin embargo 14-3-3c puede ser un blanco de ISGilacion
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por TRIM25, queda por averiguar si la ISGilacion de 14-3-30 evita su ubiquitinacién
y su efecto sobre su funcién supresora de tumores. No obstante, se requieren mas
estudios sobre TRIM25 y su actividad como E3-ligasa de ISG15 y sus efectos. Hasta
ahora, la mayor parte de los estudios se centran en su actividad como E3-Ub ligasa,
participando en la degradacion de elementos que inhiben el desarrollo celular como
ATBF1 y KLF5, esto indica que la actividad ligasa E3-Ub de TRIM25 contribuye al
crecimiento celular y es una actividad que se podria frenar para evitar el desarrollo
tumoral. Por lo tanto, promover la autoubiquitinacion de TRIM25 podria ser una
estrategia para evitar la degradacion de factores supresores de tumores.

Un altimo punto a investigar es como TRIM25 podria estar implicado en la ISGilacién
de proteinas, cudles serian sus proteinas blanco y los efectos funcionales
resultantes. Dado que TRM25 tiene en su extremo C-terminal al domino PRY-SPRY,
dicho dominio podria estar involucrado en las interacciones proteina-proteina y en
la union a acidos nucleicos. Es conveniente estudiar qué papel juega TRIM25 en el
carcinoma mamario cuando se bloquea la funcion de su domino RING ( el cual tiene
un papel fundamental en la ubiquitinacién), pero también cuando se bloquea la
actividad de sus dominios implicados en la union al DNA y RNA . Cabe mencionar
gue la interaccion deTRIM25 con los acidos nucleicos es aun menos estudiado, y
aun debe ser investigado en el contexto de cancer, particularmente en cancer de

mama.

En la figura 19, se muestran los principales factores reportados hasta ahora,
implicados en su regulacion a nivel transcripcional, postranscripcional y
postraduccional, asi como sus principales funciones en cancer de mama. Estos
datos en conjunto, muestran la complejidad de TRIM25 tanto en su regulacién como
en sus actividades en cancer de mama, y la importancia de profundizar en los

mecanismos moleculares implicados.
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Figura 19: Regulacion a nivel transcripcional y postranscripcional de TRIM25.
TRIM25 se puede regular transcripcionalmente por interferones (IFN) y por el
receptor de estrégenos a unido a estradiol (E2). Postranscripcionalmente puede ser
regulada por el mMiRNA, miRNA-3614-3p, y por la proteina IGF2BP3. TRIM25 puede
tener actividad de ligasa E3 en los procesos de ubiquitinacion y de ISGilacion. Se
sabe gue un blanco de ISGilacion mediado por TRIM25 es el regulador del ciclo
celular 14-3-30, sin embargo, se conocen varios blancos de ubiquitinacion
mediados por TRIM25, como lo es el mismo 14-3-30, la capicula (CIC), el factor de
unién a AT1 y el factor Kruppel-like 5 (KLF5).

12.-Conclusiones

La proteina TRIM25 regula la actividad de muchas proteinas con actividad
oncosupresora, pero también se ha relacionado con una actividad pro-tumorigénica.
La ambigtiedad de sus funciones puede estar relacionadas a su funcion dual como
una E3 ligasa para el sistema de ISGilacion, pero también para el sistema de
ubiquitinacién. Sin embargo, TRIM25 parece actuar como una oncoproteina en

cancer de mama. Las caracteristicas estructurales de TRIM25 la relacionan con
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funciones de unién a DNA, RNA y a proteinas, probablemente para modular a
diferentes niveles la expresion génica. Por lo tanto, se requieren mas
investigaciones para entender sus mecanismos moleculares de accion, de
regulacion y sus implicaciones en la progresion de los tumores mamarios. Estos
aspectos son centrales para determinar su potencial como biomarcador y blanco

terapéutico.
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